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研究成果の概要（和文）：広島大学に保存された小児腫瘍の初代培養細胞、凍結検体および血漿と、磁気ビーズ
の細胞濃縮装置にて採取した循環腫瘍細胞を対象にCell free biopsyを行った。一細胞解析でのマス質量分析で
あるセロミクスではがん幹細胞は嫌気性解糖系が亢進し、ゲノミクスでは遺伝子変異は検出しえた。培養上清、
血漿中のマーカー検索として、エクソームから予後関連microRNAを選別した。さらに、遊離 DNAを用いた次世代
シークエンサーやデジタルPCRで検索では、MYC遺伝子増幅、βカテニン変異などの遺伝子変異の検出も可能であ
った。低侵襲で、診断、薬剤反応性や再発探索に有用なツールと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cancer liquid biopsy was performed on primary cultured cells, frozen 
specimens and plasma of pediatric tumors preserved in Hiroshima University Hospital and circulating 
tumor cells collected with magnetic beads cell concentrators. In single cell mass spectrometry 
(cellomics), anaerobic glycolysis was enhanced in cancer stem cells, and in single cell genomic 
mutations were detectable. Prognosis-related microRNAs were isolated from exosomes as a biomarker 
search in culture supernatant and plasma. Furthermore, it was also possible to detect gene mutations
 such as MYC gene amplification and β catenin mutation by the next generation sequencing and 
digital PCR using cell free DNA. It was considered to be a useful tool for minimally invasive 
diagnosis, drug susceptibility and monitoring of recurrence.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
小児腫瘍は胎児期芽細胞に由来し、乳児神

経芽腫、間葉性腎症、純胎児型肝芽腫など退
縮分化するものや化学療法不要な予後良好
腫瘍がある一方，ラブドイド腫瘍、SCUD（未
分化小細胞）型のように高率に再発する予後
不良の一群がある。従来の検討で、広島大学
が開発した一細胞解析法研究でのゲノム解
析や遺伝子発現から、前者は、発生プログラ
ムから逸脱した未分化細胞からなり、一方、
後者はテロメラーゼが再上昇とともにプロ
グラムから逸脱した悪性度の高いがん幹細
胞（Cancer stem cell）の存在が悪性度を規
定していた。また、本邦の大規模な神経芽腫
スクリーニング事業で予後良好な乳児例が
増加した一方、予後不良な腫瘍が減少したこ
とから小児がんはプログラムを逸脱した未
分化細胞集団の中からその後にがん幹細胞
が出現し、予後不良腫瘍が発生する経路を見
出し、腫瘍特性は経過中に変化する可能性が
示された。そこで、腫瘍細胞が血液や体液中
で検出され、さらに、腫瘍由来核酸、
microRNA が存在することから、これらを用
いたがん診断に着手し、成果を得ている。本
研究は、小児固形がん症例を対象に、広島大
学が開発した世界初の一細胞の蛋白解析法
Cellomics と近年の single cell sequence 法
を応用して血液や体液中のがん細胞、がん由
来核酸を用いた低侵襲で分子診断による個
別化療法につながる小児 Cancer Liquid 
Biopsy による診断法の確立を目的とした。 
 
２．研究の目的 
神経芽腫・腎芽腫・肝芽腫細胞株と臨床検

体の初代培養細胞を合わせて約 200 検体か
らがん幹細胞を分離し、各々の細胞から特性
を、質量顕微鏡および我々の開発した single 
cell proteomics (セロミクス)とsingle cell 
deep sequence 解析と一細胞のゲノム解析
（ゲノミクス）にてバイオマーカーの同定を
行う。これらのマーカーを、血液中循環腫瘍
細胞（CTC）や体液中から腫瘍細胞、さらに
体液中の腫瘍由来遊離核酸(cfDNA)に応用し
て、小児がんの診断や悪性度判定、治療効果、
MRD を含めた再発モニタリングを行う
Cancer fluid biopsy の確立を目的とした。
また、従来の組織診断との相関を確認すると
ともに、分子標的候補 のセルテスティング、
アニマルテスティングにてオーダーメイド
療法として有効な薬剤の選別システム確立
をも目的とした。 
検索対象は、広島大学に保存し得た小児が

ん切除検体とそれに由来した初代培養細胞
と細胞株と、さらにこれらの患者から保存し
ている血清・血漿検体と腹水・胸水検体から
の遊離核酸とした。また、担癌患者は同意を
得て血液検体から腫瘍細胞を得て、Cancer 
fluid biopsy の腫瘍特異的選別マーカー検出
を目的に以下を明らかにした。 
1）一細胞解析（セロミクス、ゲノミクス解

析）：培養がん細胞や悪性度の高いがん幹細
胞分画におけるがん幹細胞のバイオマーカ
ーを抽出する。 
2）Plasma および培養上清中の検討：遊離
DNA、エクソソーム中 miRNA 同定する。 
3）担癌患者の CTC(循環腫瘍細胞)での分離
マーカーの同定 
4）分離マーカーによる標的療法をセルテス
ティング、アニマルテスティングでの検証 
 
３．研究の方法 
神経芽腫・腎芽腫・肝芽腫細胞株と臨床検

体の初代培養細胞検体からがん幹細胞を分
離し、各々の細胞から特性を、質量顕微鏡お
よび我々の開発した single cell proteomics 
(セロミクス)と single cell deep sequence 
解析と一細胞のゲノム解析（ゲノミクス）に
てバイオマーカーの同定を行った。 
対象は、広島大学に保存し得た小児がん切

除検体とそれに由来した初代培養細胞と細
胞株を合わせて約200とさらにこれらの患者
から保存している血清・血漿検体と腹水・胸
水検体からの遊離核酸の対象とする。担癌患
者は同意を得て血液検体から循環腫瘍細胞
（CTC)を分離して、図 1 に示すセロミクス
解析やゲノミクスの検討を行った。 

図１：循環腫瘍細胞（CTC)の一細胞解析 
 

４．研究成果 
1） Cancer fluid biopsy の腫瘍特異的選別
マーカー検出: 当センターが導入した日本一
号機の最新型質量顕微鏡（組織に直接レーザ
ーを照射して表在する蛋白を同定する装置）
を用いて、腫瘍細胞さらに CTC の表面に局
在する特有の蛋白や代謝産物の分析から、遊
離する腫瘍特定マーカーの同定を試みた。し
かし、表面の脂質のみのピークとなった。そ
こで、位相差顕微鏡にて CTC の観察を行い、
通常のリンパ球と異なる形態が確認された。 
2） 一細胞解析（セロミクス、ゲノミクス解
析）：従来の研究で既に分離されている細胞
株の悪性度の高いがん幹細胞分画を広島大
学に存在する一細胞分離装置で分取し、細胞
1 個の網羅的蛋白発現を広島大学が開発し
た１細胞 MS 解析（セロミクス法）で、一細
胞のゲノム解析・遺伝子発現(ゲノミクス)を



DNA 抽出後次世代シークエンサーで検討し、
悪性度の高いがん細胞のバイオマーカーを
一細胞解析から抽出した。一細胞解析(セロ
ミクス)と一細胞ゲノム解析(ゲノミクス)：
細胞株 24 株のがん幹細胞分画の一細胞解析
である程度の分解能のあるピークを得る条
件が確定した。この条件で、神経芽腫、腎芽
腫、肝芽腫に特徴的な物質を抽出しがん幹細
胞は嫌気性解糖系が亢進していた。 
ゲノミクスでは、一細胞ごとの遺伝子変異に
ついては検出可能であり、CTC の識別には有
用は測定系が確立された。遺伝子発現は、ア
ライメントは低いが特徴的な発現パターン
をみいだせた。 
3）細胞株上清、血漿中のマーカー検索：
血漿中 Cell Free DNA（cfDNA)を抽出し、標
的の神経芽腫の MYCN増幅（図２）、肝芽腫の
βカテニン（CTNNB1）遺伝子変異の検出は可
能で、βカテニン（CTNNB1）遺伝子変異のホ
ットスポットの検出法も確立した。さらに培
養上清と血漿中エクソームから microRNA を
抽出し、神経芽腫では予後と関連した数個選
別した。さらに、次世代シークエンサーにて
変異検出を行なった。これでも、βカテニン
遺伝子等の変異は検出可能で、欠失に関して
もロングPCRを用いた測定系でほぼ検出可能
となった。 
これらのマーカーの検出は、診断のみならず、 

治療効果、再発のマーカーとしての有用性が
示唆された。 
 
4）CTC(循環腫瘍細胞)の検討： 担癌患者の
全血から CD45 にて造血系細胞を除去し、さ
らにがん幹細胞マーカーに対して磁気ビー
ズ抗体をつけて、購入した細胞濃縮装置
(IsoFluxx ｼｽﾃﾑ)を用いて濃縮分離採取した
磁気ビーズ抗体による分離法を使用して
CTC の豊富な分画を分離した。膵がん患者
では、主にサイトケラチン抗体を用いた分離
を、神経芽腫では GD2 抗体、他の小児がん
では CD133 等の抗体を用いた。さらに、保
有する一細胞分離装置にて CTC を採取し、
これらから上記 1，2 のマーカーに一細胞解
析を行い、遺伝子発現、遺伝子変異について
検討した。PCA 解析によると、蛋白解析に
よるマス解析結果の PCA 解析では、明らか

に CTC レベルでも診断可能であり、さらに
組織から直接分離した一細胞とも明らかに
識別可能であった（図３） 

 
図３：CTC および組織由来細胞の PCA 解析 
 
遺伝子変異、発現を確認するセロミクスで

は神経芽腫、腎芽腫、リンパ腫は PCA 解析で
分別可能で、ゲノミクスとともに侵襲の少な
い診断ツールであり、薬剤反応性や再発探索
にも有用なツールとなることが示唆された。
がん幹細胞と関連した解糖系酵素のビーク
を CTC にて検討した結果、再発例や難治例で
ピークが検出され、これらは悪性度や治療抵
抗性の指標となることが示された。 
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